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Die folgenden Angaben sind dan vom Anmelder eingeretchten Unterlagan entnommen 

(3) Neue fur das zwal-Gen codierende Nukleotidsequenzen 

® Die Erfindung betrifft ein isoliertes Polynukleotid, ent- 
haltend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus der 
Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mit 
einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das eine 
Aminosauresequenz enthaft, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynu- 
kleotiden von a) und b) und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinander- 
folgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz von a), b) 
oder c), 

und Verfah ren zur fermentativen Herstellung von L-Ami- 
nosaure unter Verstarkung des zwal-Gens, in den einge- 
setzten coryneformen Bakterien. 
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Bcschreibung • 

Gcgenstand der Erfindung sind die fiir das zwal-Gcn kodierenden Nuklcotidscquenzcn und \fcrfahrcn zur fcrmcmati- 
ven Herstellung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin, unter Verwendung von coryneformen Bakterien, in denen das 
5 zwal-Gen verstarkt wird. 

Stand der Technik 

Aminosauren, insbesondere L-Lysin, finden in der Humanmedizin und in der pharmazeutischen Industrie, insbeson- 
10 dere aber in der Tierernahrung Anwendung. 

Es ist bekannt, daB Aminosauren durch Fermentation von Stamnien corynefonner Bakterien, insbesondere Coryne- 
bacterium glutamicum, hergestellt werden. Wegen der groBen Bedeutung wird standig an der Verbesserung der Herstell- 
verfahren gearbeitet. Verfahrensbesserungen konnen rermentationstechnische Mafinahmen wie z. B. Running und Ver- 
sorgung rail Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der Nahrmedien wie z. B. die Zuckerkonzentration wahrend der Fer- 
15 mentation, oder die Aufarbeitung zur Produktforra durch z. B. Ioncnaustauschchromatographic oder die intrinsischen 
Leistungseigenschaften des Mikroorganismus selbst betreffen. 

Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, Selektion 
und Mutantenauswahl angewendet Auf diese Weise erhalt man Stamiue, die resistent gegen Antimetabolite wie z. B. das 
Lysin-Analogon S«(2-Aminoethyl)-Cystein oder auxotroph furregulatorisch bedeutsame Metabolite sind und L- Amino- 
20 s&uren produzieren. 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung Amino- 
saure-produzicrender Stamme von Coryncbactcrium eingesetzt, indem man cinzelnc Aminosaure-Biosynthesegenc am- 
plifiziert und die Auswirkung auf die Arainosaure-Produktion untersucht. TJbersichtsartikel hierzu findet man unter an- 
derem bei Kinoshita ("Glutamic Acid Bacteria", in: Biology of Industrial Microorganisms, Demain and Solomon (Eds.), 
25 Benjamin Cuminings, London, UK, 1985, 115 -142), Hilliger (BioTec 2, 40-44 (1991)), Eggeling (Amino Acids 6: 
261-272 (1994)), JetLen und Sinskey (Critical Reviews in Biotechnology 15, 73-103 (1995)) und Sahm et aL (Annuals of 
the New York Academy of Science 782, 25-39 (1996)). 

Aufgabe der Erfindung 

30 

Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue MaBnahmen zur verbesserten ferraentativen Herstellung von Ami- 
nosauren, insbesondere L-Lysin, bereitzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

35 

Aminosauren, insbesondere L-Lysin, fmden in der Humanmedizin, in der pharmazeutischen Industrie und insbeson- 
dere in der Tierernahrung Anwendung. Es besleht daher ein allgemeines Interesse daran, neue verbesserte Verfahren zur 
Herstellung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin, bereitzustellen. 

Wenn im folgenden L-Lysin oder Lysin erwahnt werden, sind damit nicht nur die Base, sondem auch die Salze wie 
40 z. B. Lysin-Monohydrochlorid oder Lysin-Sulfat gemeint 

Gcgenstand der Erfindung ist ein isoliertes Polynukleotid aus coryneformen Bakterien, enthaltend cine Polynukleotid- 
scquenz, ausgewahlt aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das zu mindestens 70% identisch ist mit einem Polynukleotid, das fiir ein Polypeptid codiert, das 
45 die Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fiir ein Polypeptid codiert das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Poiynukleotiden von a) oder b), und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz von a), b) 
50 oder c). 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Polynukleotid gemafi Anspruch 1, wobei es sich bevorzugt urn eine repli- 
zierbare DNA handelt, enthaltend: 

55 (i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ID NO 1 , oder 

(ii) mindestens eine Sequcnz, die den Sequenzen (i) innerhalb des Bercichs der Degeneration des genetischen 
Codes entspricht, oder 

(iii) mindestens eine Sequenz. die mit zu den Sequenzen (i) oder (ii) komplement2ren Sequenzen hybridisiert, und 
gegebenenfalls 

60 (iv) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i). 

Weitere Gegenstande sind 

ein Polynukleotid gemafi Anspruch 2, enthaltend die Nukleotidsequenzen wie in SEQ ID NO 1 daigeslellt, wobei das Po- 
lynukleotid eine in coryneformen Bakterien replizierbare, bevorzugt rekombinante DNA ist, 
65 ein Polynukleotid gemafi Anspruch 2, das fur ein Polypeptid codiert, das die Arninosauresequenz, wie in SEQ ID NO 2 
dargestellt, enthalt, 

einen Vektor, enthaltend die fur das zwal-Gen codierende DNA-Sequenz von C. glutamicum, enthalten in dem Vektor 
(Plasmid) pCRllzwalcxp., hintcrlegt in E. cob* ToplOF unter der Nummer DSM 13115 
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und als Wiitszclle dienende coryneforme Bakterien, die den Vcktor gemaB Anspruch 6 eqthaitcn oder in dcncn das zwal- 
Gen verstarkt wird. 

Gcgenstand der Erfindung sind cbenso Polynukleotide, die im wescmlichen aus ciner PolynuklcoUdsequenz bestchcn, 
die erhaltlich sind durch Screening mittels Hybridisierung einer entsprechenden Genbank, die das vollstandige Gen mil 
der Polynukleotidsequenz entsprechend SEQ ID NO 1 oder Teile davon enthalt mil einer Sonde, die die Sequenz des ge- 
nannten Poiynuklcotids gemaB SEQ ID NO 1 oder cin Fragment davon enthalt und Isolicwng der genanntcn DNA-Se- 

qU pdynukleotidsequenzen gemaB der Erfindung sind als Hybridisierungs-Sonden fur RNA, cDNA und DNA geeignet, 
urn cDNA in voiler Lange zu isolieren, die fur das zwal-Genprodukt codieren und urn solche cDNA oder Gene zu iso- 
lieren die eine hohe Ahnlichkeit der Sequenz nut der des zwal-Gens aufweisen. 

Polynukieotidsequenzen gemaB der Erfindung sind weiierhin als Primer geeignet, mit deren Hilfe durch die Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PGR) DNA von Genen hergestellt werden kann ? die fur das zwal-Gen kodieren. 

Solche als Sonden oder Primer dienende Oligonukleotide enthalten mindestens 30, bevorzugt mindestens ^0, ganz be- 
sonders bevorzugt mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide. Geeignet sind ebenfalls Oligonukleotide rait einer 
Lange von mindestens 40 oder 50 Nukleouden. 

"Isoliert" bedeutet aus seinem naturlichen Umfeld herausgetrennt 

Tolynukleotid" bezieht sich im allgemeinen auf Polyribonukleotide und Polydeoxyribonukleotide, wobei es sich um 
nicht modifizierte RNA oder DNA oder modifizieite RNA oder DNA handeln kann. 

Unter "Polypeptiden" versleht man Peptide oderProteine, die zwei oder mehr iiber Peptidbindungen verbundene Ami- 
nosauren enthalten. . 

Die Polypeptide gemaB Erfindung schlieBen Polypeptide gemaB SEQ ID NO 2, msbesondere solche mit der biologi- 
schcn Akuvitat des Genproduktcs des zwal-Gens und auch solche ein, die zu wcnigstens 70% identisch sind nut dem Po- 
lypeptid gemaB SEQ ID NO 2, bevorzugt zu wcnigstens 80% und besonders die zu wcnigstens 90% bis 95% Identitat mit 
dem Polypeptid gemaB SEQ ID NO 2 und die genannte Aktivitat aufweisen. 

Die Erfindung betrilft weiterhin ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von Aminosauren, msbesondere L-Lysin, 
unter Verwendung von coryneformen Bakterien, die insbesondere bereits die Aminosaure produzieren und in denen die 
fiir das zwal-Gen kodierenden Nukleotidsequenzen verstarkt, insbesondere uberexprimiert werden. 

Der Begriff " Verstarkung" beschreibt in diesem Zusamraenhang die Erhdhung der intrazeUularen Aktivitat ernes oder 
mehrerer Enzyme in cinem Mikroorganismus, die durch die cntsprechende DNA kodiert werden, indem man beispieis- 
weise die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhoht, einen starken Promotor verwendet oder cin (Jen verwendet, das rur 
ein entsprechendes Enzym mit einer hohen Akuvitat kodiert und gegebenenfalls diese MaBnahmen kombimert. 

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind, konnen L-Lysin aus Glucose, Saccharose, 
Lactose Fructose Maltose, Melasse, Starke, Gellulose oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. Es kann sich um \fer- 
treter corvneformer Bakterien insbesondere der Gattung Cory neb acterium handeln. Bei der Gattung Corynebacterium ist 
insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in der Fachwelt fiir ihre Fahigkeit bekannt ist, L- Ami- 
nosauren zu produzieren. . D . 

Geeignete Stamrae der Gattung Corynebacterium, insbesondere der Art Corynebactenum glutamicum, sind zum Bei- 
spiel die bekannten Wildtypstamme 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806 
Corynebacterium acetoacidophiium ATCC 13870 
Corynebacterium melassecoloa ATCC 17965 
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP- 1 539 
Brevibacterium flavuni ATCC14067 
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 und 
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020 

und daraus hergestellte L-Lysin produzierende Mutanten bzw. Starnme, wie beispieUweise 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709 

Brevibacterium ftavum FERM-P 1708 

Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 und 

Corynebacterium glutamicum DSM57 15 - . . 

Den Erfindern gelang es, das neue, fur das zwal-Genprodukt codierende zwal-Gen von C. glutanucum zu isolieren. 

Zur Isolicrung des zwal-Gens oder auch anderer Gene von C. glutamicum wird zunachst eine Genbank dieses Mi- 
kroorganismus in E. coli angeiegt. Das Anlcgcn von Genbanken ist in aUgemein bekannten Ixhxbttchern und Handbu- 
chem niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von Winnacker. Gene und Klone, Eine Einfuhrung in dteGen- 
technologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990) oder das Handbuch von Sambrook et al.: Molecular Clo- 
ning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) genannt. Eine sehr bekannte Genbank *t die 
des E -coli-K-12-Stammes W3 110, die von Kohara et aL (Cell 50, 495 -508 (1987)) in X-Vektoren angeiegt wurde. Bathe 
et al* (Molecular and General Genetics, 252: 255-265, 1996) beschreiben eine Genbank von C glutamicum 
AIXJC13032, die mit Hilfe des Cosmidvektors SuperCos I (Wahl et al., 1987, Proceedings of the Nafconal Academy of 
Sciences USA, 84: 2160-2164) im E.-coli-K-12-Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988. Nucleic Acids Research 16: 
1563-1575) angeiegt wurde. BSrmann et al. (Molecular Microbiology 6(3), 317-326 (1992)] | wlederum beschmten eine 
Genbank von C glutamicum ATCC13032 unter Verwendung des Cosmids P HC79 (Hohn und ^ n ^ 1 ; 291 -^ 8 
(1980)) Zur Herstellung einer Genbank von C glutamicum in E. coli konnen auch Plasmide wie pBR322 (golivar. Life 
Sciences, 25, 807-818 (1979)) oder pUC9 (Vieira et al., 1982, Gene, 19: 259-268) verwendet werden. Als Wrte eignen 
sich besonders solche E.-coli-Stamme, die rcstriktions- und rekombinationsdefekt sind. Ein Beispiel htcrrur ist der 
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Stamm DH5ouMCR, der von Grant ct al. (Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 4645-4649) 
bescfariebcn wurde. Die mit Hilfe von Gosmidcn klonicrtcn langen DNA-Fragmente konncn anschiieBcnd wiederum in 
gangige, fur die Sequcnzierung geeignete Vektoren subklonien und anschiieBcnd scquenziert werden, so wie es z. B. bci 
Sanger et al (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74; 5463 -5467, 1977) 
5 beschrieben ist. 

Auf diese Weise wurde die neuc fiir das zwal-Gen kodicrende DNA-Sequenz von C. glutamicum erhalten, die als 
SEQ ED NO 1 Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist. Weiterhin wurde aus der vorliegenden DNA-Sequenz die Ami- 
nosauresequenz des entsprechenden Genproduktes des zwal-Gens abgeleitet. In SEQ ID NO 2 ist die sich ergebende 
Aminosauresequenz des zwal -Genproduktes dargestellt. 

10 Kodicrende DNA-Sequenzen, die sich aus den SEQ ID NO 1 durch die Degeneriertheit des genedschen Codes erge- 
' ben, sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit der SEQ ED NO 1 oder 
Teiien von SEQ ID NO 1 hybridisieren, Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin konservative Arnino- 
saureaustausche wie z. B. ein Austausch von Glycin gegen Alanin oder von Asparaginsaure gegen Glutaminsaure in Pro- 
teinen als "Sinnmutationen" (sense mutations) bekannt, die zu keiner grundsatzlichen Veranderung der Akrivirat des Pro- 

15 teins fiihren, d. h. funktionsncutral sind. Weiterhin ist bekannt, dafi Anderungcn am N- und/oder G-Terminus eines Pro- 
teins dessen Funktion nicht wesentlich beeintrachtigen oder sogar stabilisieren kbnnen. Angaben hierzu findet der Fach- 
mann unter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of Bacteriology 169: 751-757 (1987)), bei O'Regan et al. (Gene 77: 
237-251 (1989)), bei Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 3: 240-247 (1994)), bei Hochuli et al. (Biotechnology 6: 
1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbuchem der Genetik und Molekularbiologie. Arainosauresequenzen, die sich 

20 in entsprechender Weise aus SEQ ID NO 2 ergeben, sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. 

In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ ED NO 1 oder Teiien von SEQ ID NO 1 hybridisieren, Bestand- 
teil der Erfindung. SchlieBlich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der Erfindung, die durch die Polymerasc-Kettenreak- 
tion (PGR) unter Verwendung von Priraem hergestellt werden, die sich aus SEQ ID NO 1 ergeben. Derartige Oligonu- 
kleotide haben typischerweise eine Lange von mindestens 15 Nukleotiden. 

25 Anleitungen zur Idendfizierung von DNA-Sequenzen mittels Hybridisierung findet der Fachmann unter anderem im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, 
Deutschland, 1993) und bei Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 255-260). Anlei- 
tungen zur Amplification von DNA-Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) findet der Fachmann un- 
ter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practical approach (IRL Press, Oxford, UK, 1984) und 

30 bei Newton und Graham: PGR (Spcktrum Akademischer Vcrlag, Heidelberg, Deutschland, 1994). 

Die Erfinder fanden heraus, daB coryneforme Bakterien nach t)berexpression des zwal-Gens in verbesserter Weise 
Aminosauren, insbesondere L-Lysin, produzieren. 

Zur Erzielung einer Oberexpression kann die Kopienzahl der entsprechenden Gene erhtfht werden, oder es kann die 
Promoter- und Regulationsregion oder die Ribosomenbindungsstelle, die sich stromaufwarts des Struktuigens befindet, 

35 mutiert werden. In gleicher Weise wirken Expressionskassetten, die stromaufwarts des Struktuigens eingebaut werden. 
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzlich moglich, die Expression im Vferlaufe der fennentaliven Aminosaure- 
Produktion zu steigern. Durch MaBnahmen zur Veriangerung der Lebensdauer der m-RNA wird ebenfalls die Expression 
verbessert. Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt. 
Die Gene oder Genkonstrukte konnen entweder in Plasmiden mit unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Ghro- 

40 mosom integriert und amplifiziert sein. Alternativ kann weiterhin eine t)berexpression der betreffenden Gene durch Ver- 
anderung der Medienzusammensetzung und Kulturfuhrung erreicht werden. 

Anleitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem bci Martin ct al. (Biotechnology 5, 137-146 (1987)), bei 
Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya und Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), beiEikmanns et 
al. (Gene 102, 93-98 (1991)), in der Europaischen Patentschrift EPS 0 472 869. im US Patent 4,601 ,893, bei Schwarzer 

45 und Punier (Bio/Iechnology 9, 84 -87 (1991), bei Remscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60, 
126 -132 (1994)). bei Lafiarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), in der Patentanmeldung 
WO 96/15246, bei Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993)), in der japanischen Offenlegungsschrift JP-A- 10-229891, 
bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)), bei Makrides (Microbiological Re- 
views 60: 512-538 (1996)) und in bekannten Lehrbiichern der Genetik und Molekularbiologie. 

50 Beispielhaft wurde das erfindungsgeinafie Gen zwa 1 mit Hilfe der Integrauonsmethode wie sie z. B. bei. Remscheid et 
al. (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)) beschrieben ist, dupliziert bzw. uberexprimiert Bei 
dieser Methode wird das vollstandige Gen in einen Plasmidvektor kloniert, der in einem Wirt (typischerweise E. coli), 
nicht aber in G. glutamicum replizieren kann. Als Vektoren kommen bespielsweise pSUP301 (Simon et al., Bio/Techno- 
logy 1, 784-791 (1983)), pKl8mob oder pK19mob (Schafer et al., Gene 145, 69-73 (1994)), pGEM-T (Promega corpo- 

55 ration, Madison, WI, USA), pCR2. i-TOPO (Shuman (1994). Journal of Biological Chemistry 269: 32678-84; US-Pa- 
tent 5,487,993), pCR*Blunt (Firma Invitrogen, Groningen, Nicderlande; Bernard et al., Journal of Molecular Biology, 
234: 534-541 (1993)) oderpEMl (Schrumpf et al. 1991, Journal of Bacteriology 173: 4510-4516) in Frage. Der Plas- 
midvektor, der das zu amplifizierende Gen enthalt, wird anschlieBend durch Konjugation oder Transformation in den ge- 
wiinschten Stamm von G. glutamicum Uberfuhrt Die Methode der Konjugation ist beispielsweise bei Schafer et aL (Ap- 

60 plied and Environmental Microbiology 60, 756-759 (1994)) beschrieben. Methoden zur Transformation sind beispiels- 
weise bei Thierbach et al. (Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 (1988)), Dunican und Shivnan (Bio/ 
Technology 7, 1067-1070 (1989)) und Tauch et al (FEMS Microbiological Letters 123, 343-347 (1994)) beschrieben. 
Nach homologer Rekombination mittels eines "cross over"-Ereignisses enthalt der resullierende Stamm zwei Kopien des 
betreflenden Gens. Auf diese Weise wurde unter Zuhiifenahme des Integrationsplasmides pCR2.1zwalexp der Stamm 

65 DSM57 15:: pCR2.1zwalexp hergestellt, der zwei Kopien des zwal-Gens tragt 

Zusatzlich kann es fiir die Produktion von Aminosauren insbesondere L-Lysin vorteilhaft sein, neben dem zwal-Gen- 
produkt eines oder mehrere Enzyme des jeweiligen Biosyntheseweges der Glykolyse, der Anaplerotik, des Zitronen- 
saurc-Zyklus oder des Anunosaurc-Exports zu verstarken, insbesondere zu uberexprimiercn. 
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So kann cs vorteilhaft sein, bcispielsweisc fur die Herstellung von L-Lysin, eines ode* mehrerc der Gene, ausgewahit 
aus der Gruppe 

-- das fiir die Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dapA-Gen (EP-B 0 1 97 335), 

- das fiir eine feed back resistente Aspartatkinase kodierende lysC-Gen 5 
.. das fur die TetradihydrodipicoUnat-Succinvlase kodierende dapD-Gen (Wehrmann et aL, Journal of Bacteriology 
180, 3159--3165 (1998)), 

- das Gen fiir die Succinyldiaminopimelate-Desuccinylase kodierende dapE-Gen (Wehrmann et aL, Journal or 
Bacteriology 177: 5991-5993 (1995)), 

- das fur die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase kodierende gap-Gen (Eikmanns (1 992), Journal of Bade- to 
riology 174: 6076-6086), ^ 

- das fur die Pyruvat-Carboxylase codierende pyc-Gen (Eikmanns (1992), Journal ot Bacteriology 174: 

6076-6086), , _ _ . ... . . 

- das fur die Malat:Chinon-Oxtdoreduktase kodierende mqo-Gen (Molenaar et aL, European Journal of Biochemi- 
stry 254, 395-403 (1998)). 

- das fiir den Lysin-Export kodierende lysE-Gcn (DE-A-195 48 222) 

gleichzeitig zu Uberexprimieren. ■ 
Weiterhin kann es fur die Produktion von Anunosauren, insbesondere L-Lysin vorteilhaft sein, neben dern zwal-Gen 

gleichzeitig 

- das fiir die Phosphatpyruvat-Carboxykinase codierende Gen (DE 199 50 409. 1; DSM 13047) und/oder 

- das fur die Glucose-6-Phosphat-Isomerasc codierende pgi-Gcn (US 09/396,478; DSM 12969) 

abzuschwiichen. _ . . f *„ 

Weiterhin kann es fiir die Produktion von Aminosauren, insbesondere L-Lysin ? vorteilhaft sein, neben der Uberexpres- 
sion des zwal-Gens unerwunschte Nebenreaktionen auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing 
Microorganisms", in: Overproduction of Microbial Products, KrumphanzL Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, Lon- 

d0 Zus^7Aich 8 zur Verstarkung des zwal-Gens kann cs vorteilhaft sein. das zwa2-Gen oder die Wirkung des zugehorigen 
zwa2-Gen-GenprodukLs abzuschwachen. Das entsprechende Gen und die zugehorigen MaBnahmen finden sich in der 
parallel eingereichten Patentanmeldung 199 59327.2. x . na , 11inin 

Ein fur die Insertionsmutagenese geeigneter Integrationsvektor pCR2.lzwa2int wurde unter der Nr. DSM13H3 in 

E 'piLr2 > JSaiSSl besteht aus dem von Mead et aL (Biotechnology 9: 657-663 (1 991)) beschriebenen Plasmid 
pCR2 l-TOPO, in das ein internes Fragment des zwa2-Gens, dargestellt in SEQ-ID-No. I, der deutschen Patentanmel- 
dung 199 59 327 2, eingebaut wurde. Dieses Plasmid ftihrt nach Transformation und homologer Rekombmation in das 
chromosomale zwa2-Gen (Insertion) zu einem Totalverlust der Funktion. Auf diese Weise wurde beispielhaft der Stamm 
DSM57l5::pCR2.lzwa2int hergestellt, dessen zwa2-Genprodukt ausgeschaltet ist. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinuierkch im batch- Verfan- 
ren (Satzkultivierung) oder im fed batch(-Zulaufvcrfahren) oder repeated fed batch-Vferfahren (repctitives Zuiaufverfah- 
ren) zum Zwecke der Produktion von Aminosauren, insbesondere L-Lysin, kultiviert wcrden. Eine Zusamrnentassung 
uber bekannte Kultivierungsmethoden sind im Lchrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik I . Einfuhrung in die Bioverf ah- 
renstechnik (Gustav Fischer-Verlag, Stuttgart 1991)) oder im Uhrbuch von Stomas (Bioreaktoren und penphere Em- 
richtuneen ( Vieweg-Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium muB in geeigneter Weise den Anspriichen der jeweihgen Stamme ; gentigen. Be- 
schreibungen von Kuiturmedien verschiedener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual °f Methods for General 
Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981) enthalten Alt KohlenstofifqueUe 
konnen Zucker und Kohlehydrate wie z. B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse Starke und Cel- 
lulose Ole und Fette wie z. B. SojaoL Sonnenbiumenol, Erdnussol und Kokosfett, Fetisauren wie z B. Palmitinsaure, 
Stearinsaure und Linolsaure, Alkohoie wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sauren wie z. B. Bsstgsaure ver- 
wendet werden Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Stickstoffquelle konnen organi- 
sche Stickstoffhaltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt, Malzextrakt, NtesqueUwasser, Sojaboh- 
nenmehl und Hamstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammoniumsulfat, Ammomumchlond, Ammomurnphos- 
phat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die Suckstoffquellen konnen einzeln oder als Mi- 
schung verwendet werden. Als Phosphorquclle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikauumhy- 
droeenphosphat oder die entsprechenden Natrium-haltigen Salze verwendet werden. Das Kulturmedium muB weiterhin 
Sate von Metallen enthalten wie z. B. Magnesiumsuifat oder Eisensulfat, die fiir das Wachsmm notwendig smd. 
SchlieBlich konnen essentieUe Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben genannten Stotten 
eingesetzt werden. Dem Kulturmedium k6nnen ttberdies geeignete \brstufen zugesetzt werdenL Die genannten Einsatt- 
stoffe konnen zur Kultur in Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der Kulti- 

^Zur* pHXnttouJder Kultur werden basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, KaUmiihyaioxid, Ammoniak bzw. 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Anuschaummittel wie z. B. Fettsaurepolyglykolester einge^tzt werden Zur 
Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe wie z B. Anti- 
biotika hinzugefiigt werden. Urn aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder Sauerstof^alnge Gas- 
mischungcn wic z. B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Tcmperatur dcr Kultur liegt normalerwcise bei 20 C bis 45 C 
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und vorzugsweisc bei 25 ? C bis 40°C. Die Kuitur wird solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum an Lysin gebildet bat. 
Dieses Zielwirdtionnalerweiseinnemalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

Die Analyse von L-Lysin kann durch Anionenaustauschchromatographic mrt anschheBendcr Ninhydnn-Denvaasic- 
rung erfolgen, so wie bei Spademan et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190)beschneben. Folgender Mikroocga- 
5 nismuiwurdebei der Deutschen Sammlung Rir Mikrotganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschwetg. Deuischland) 

tSri!^^ als DSM 13115. Das erfindungsgemaBe Verfahren dient zur fermen- 

tativen HersteUung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin. , ... 

Zusatzlich zur Verstarkung des zwal-Gens kann es voneilhaft sem. das zwa2-Gen abzuschwachen. Das entsprechende 
,o Gen bz^der^urlnseruonsnmtagenese geeignele Vektor pCR2.1zwa2int ist in E.coli TOP10F unter der Nu.nmer 
DSM13113hinterlegt. 

Beispiele 

is Die vorlicgendc Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfiihrungsbeispielcn naher erlautert. 

Beispiel 1 

HersteUung einer genomischen Cosmid-Genbank aus Gorynebacterium gluiamicum ATGG 13032 

Chromosomale DNA aus Gorynebacterium glutamicum ATGG 13032 wurde wie bei Tauch et al. (1995 Plasmid 33: 
168-179) beschrieben, isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3AI (Amersham Pbarmaca, Frc.burg, DeutschUmd, 
Produktbeschreibung Sau3Al. Code no. 27-091 3-02) partieU gespalten. Die DNA-Fragrnente wurden mu shnrnp > alkah- 
scher Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, P^**^ lb » n S SAP ; "°j 
1758250) dephosphorvliert Die DNA des Gosmid-Vektors SuperGosl (Wahl et al. (1987) Proceedings ofjhe NaUonal 
icSv ofSSsA 84: 2160-2164), bezogen von der Rnna Stratagene (La JoUa, USA, Produk^scb^tbung 
SuoerGo'sl Gosmid Vektor Kit, Code no. 251301) wurde mit dem Restriktionsenzym XbaT (Amersham Pharmacy Frei- 
buS^TuJSS Produk.b«*chreibung XbaT, Gode no. 27-0948-02) gespalten und ebenfalls nut shrtmp a^scher 
Phosphatase dephosphorvliert AnschlieBend wurde die Gosmid-DNA nut dem RestnkUonsenzym Bamll (Amerstam 
PhaLcia, Freiburg; Deutschland, Pnxiuktbeschreibung BamHI. Gode no. 27-0868-04) gespalten. ™f d.«* M 
behaodelte GosnuUDNA wurde mit der behandelten ATGG 1 3032-DN A gemischt und der Ansatz ^4^NA-L»gase 
(Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung T4-DNA-Ligase, Code no.27-0870-04) behandeU. 
DTLTgZnsgeinisch wurde aLhlieBend mit Hilfe des Gigapack H XL Packing Extracts (Sttatagene La Jolht USA, 
Kklbeschreibung Gigapack ET XL Packing Extract, Code no. 200217) in Phagen verpackt. Zur Infektion ,des ; R-coh- 
Wmes NM554 (Raleigh et al. 1988. Nucleic Acid Research 16: 1563-1575) wurden die Zellen in 10 mM MgSO< auf- 
g^nenTndnuS^ 

bei Sambrook et al. (1989. Molecular Cloning: A laboratory Manual. Cold Spnng Harbor) besenneten durchgefuhrt, 
wobefdie^Uen auf LB-Agar (Lennox, 1955, Virology, 1: 190) nut 100 ug/ml AmpiciUin ausplaitiert wurden. Nach In- 
kubation uber Nacht bei 37°C wurden rekombinante Einzelklone selektioniert 

Beispiel 2 

Isoliening und Sequenzierung des zwal-Gcns 

Die Cosmid-DNA einer Finzelkolonie wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Product No_ 27l «;^ a 8 e %™- 
den^ Gemiany) nach Herstellerangaben isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3AI (Amersham P^"^" 
buj. Deutschland, Produktbeschreibung Sau3AI, Product No. 27-0913-02 partieU gespalten Die DNA-Fm^te 
wurien mit shrimp alkahscher Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbeschrei- 
Zg S5 l5E No. 1758250) dephosphorvliert Nach ^f^^^^^^^ 0 ^^ 
Cosludfragmente im GroBenbereich von 1500 bis 2000 bp mit dem QiaExH Gel Extraction Kit No. 20021, Q 

HildelCermany) Die DNA des Sequenziervektors pZero-1 bezogen von der Firma Invitrogen (Gromngen, Nie- 
E2Z£EEtoL* Z^BaSground Cloning ^Product ^^^g^^*SS£^ 
zym Bamm (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung BamHI ^tNo- ^g-M)^ 
soalten Die Ligation der Gosmidfragmente in den Sequenziervektor pZero-1 wurde wie von Sambrook et al. (1989, Mo- 
ecufa? Clonmg A laboratory Manual Cold Spring Harbor) beschrieben durchgefuhrt, wobe. das DNA-Gcnusch nut T4- 
Ug^^Scta B^FreibuJ, Deutschland) Uber Nacht inkubiert wurd* Dieses Uf^-HP™* ^dc an- 
schlieBend in den B.-coM-Stamm DHSaMCR (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of Sciences U S A 
87 4645^649)Lktroporiert (Tauch etal. 1994, FEMS Microbiol Letters, 123: 343-7) und auf LB- Agar^ennox 1955. 
v]rologyri^l9^)mit^Kig!fai Zeocin ausplattiert Die Plasnudpmp^on der rekombinanten ^ erfolgte^ m dem 
B orob^ 9600 (Product NT900200. Qiagen, Hilden. Deutschland). Die Sequenziernng ^""^^g^ 
^,KKr,,^h MpthoHe von Sanner et aL H977 Proceedings of the National Academy of Sciences U.S A., 74. 5463-5467) 
2 ^SS^fSSS^^wSSi^ Acids Research, 18: 1067). Es wurde der "RRdRhodarmn 

det Die geleleklropnoretiscne Auflrennung und Analyse der Sequenzierreaknon erfolgte in emem J***"" ™ 
Acry^dmisacryburud--Gel (29 : 1) (Product No. A124.1, Roth. Karlsruhe, Germany) nut dem ABI Pnsm 377 Se- 

AcWs R^ch 14 217^31) Version 97-0 prozessicrt Die Einzelsequenzen der pZcrol-Derivate wurden zu emem zu- 
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sammenhangenden Contig assemblies Die computcrgestutzte Kodierbercichsanalysc wiirden mit dem Programm XNIP 
(Staden 1986, Nucleic Acids Research, 14: 217-231) angefcrtigL Wcitere Analysen wurden mit den "BLAST search 
programs" (Alischul ct al, 1997. Nucleic Acids Research, 25: 3389-3402) gcgen die non-rcdundam-Datcnbankdcs "Na- 
tional (enter for Biotechnology Information" (NCBT, Bethesda, MO, UvSA) durchgefiihrt 

Die erhaltene Nukleotidsequenz des zwal -Gens ist in SEQ ID NO 1 dargeiegt. Die Analyse der Nukleotidsequenz er- 
gab ein offcnes Leseraster von 597 Basenpaaren, welches ais zwal -Gen bezcichnet wurde. Das zwal-Gcn kodiert fur ein 
Polypeptid von 199 Aminosauren, welches in SEQ ID NO 2 dargeiegt isu 

Beispiel 3 

Herstellung eines Vektors zur Uberexpression von zwal 

Aus dem Stamrn ATCC 13032 wurde nach der Methode von Eikmanns et al. (Microbiology 140: 1817-1828 (1994)) 
chromosomale DNA isoliert. Aufgrund der aus Beispiel 2 fur C glutamicum bekannten Sequenz des zwal-Gens wurden 
die folgendcn Oligonuklcotide fur die Polymerase-Kencnreakuon ausgewahlu 



zwal-dl: 

5' TCA CA CCG XTG ATT CAG GC 3' 
zwal-d2: 

5' AGA TIT AGC CGA CGA AAG CG 3' 

Die dargestelltcn Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthctisiert und nach der 
Stand^d-PCR-Methode von tnnis et al. (PGR protocols. A guide to methods and applications, 1990, Academic Press) 
mit Pwo-Polymerase der Firma Boehringer die PCR-Reaktion durchgefiihrt. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion 
wurde ein ca". 1,0 kb groBes DNA-Fragment isoliert, welches das zwal-Gen tragi. 

Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit dem TOPO TA Gloning Kit der Firma Invitrogen Corporation (Carlsbad, 
CA USA; Katalog Nummer K450O-O1) in den Vektor pCR2.1-TOPO (Mead at al. (1991) Bio/Technology 9: 657-663) 
iigiert AnschlieBend wurde der E.-coli-Stamm ToplOF nut dem Ligationsansatz (Hanahan, In: DNA cloning. A practi- 
cal approach. Vol. I. ERL-Press, Oxford, Washington DC, USA) elektroporiert. Die Selektion von Plasmid-tragcnden Zcl- 
len erfolgtc durch Ausplattiercn des Transformationsansatzcs auf IJJ Agar (Sambrook et al., Molecular cloning: a labo- 
ratorv manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), der mit 25 mg/1 Kanamycin 
supplementiert worden war. Plasmid-DNA wurde aus einer Transformante mit Hilfe des QIAprep Spin Mimprep Kit der 
Firma Qiagen isoliert und durch Restriktion mit dem Restriktionsenzym EcoRI und anschlieBender Agarosegel-Elektro- 
phorese (0,8%) Uberpriift Das Plasmid wurde pCR2.1zwalexp genannt. 

Beispiel 4 

Verdoppelung des zwal-Gens in dem Lysinproduzenten DSM 5715 

Der in Beispiel 6 genannte Vektor pCR2. 1 zwa lexp wurde nach der Elektroporationsmethode von Tauch et al. (FEUS 
Microbiological Letters, 123: 343-347 (1994)) in Corynebacterium glutamicum DSM 5715 eiektioponert. Bei dem 
Stamm DSM 5715 handelt es sich urn cinen AEC (Aminoethylcystein) rcsistenten Lysin-Produzentcn. Der Vektor 
pCR2 lzwalexp kann in DSM 5715 nicht selbstandig replizieren und bleibt nur dann in der ZeUe erhalten, wenn er ins 
Chromosom von DSM 5715 integriert hat. Die Selektion von Klonen mit ins Chromosom integriertem pCR2. lzwalexp 
erfolgte durch Ausplattieren des Hektroporationsansatees auf LB Agar (Sambrook et al., Molecular cloning: a laboratory 
manual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), der mit 15 mg/1 Kanamycin 
supplementiert worden war. Fur den Nachweis der Integration wurden nach der Standardmethode von Innis et al. (PCR 
protocols A guide to methods and applications, 1990, Academic Press) mit Pwo-Polymerase der Firma Boehringer Kon- 
troU-PCR-Reaktionen durchgefUhrt. Durch Kombination der Primer zwal-dl und zwal-d2 (vgl. Beispiel 3) mit den Pn- 
mem M13 universal forward (S'-gltUcccagtcacgac-SOanvitrogen Corporation, Cat. No. N540-02) und M13 universal re- 
verse (5'-caggaaacagctatgac-3^Invitrogen Corporation, Cat. No. N530-02), die nur innerhaib der Sequenz des vektors 
pCR2 lzwalexp binden kdnnen, konnte gezeigt werden, daB das Plasmid pCR2.1zwalexp in das Chromosom des Ly- 
sinproduzenten DSM5715 inseriert hatte. Der Stamm wurde als DSM57 1 5: :pCR2. lzwalexp bezeichnet. 

Beispiel 5 

Herstellung von Lysin 

Der in Beispiel 4 erhaltene C.-glutamicurn-Staram DSM5715::pCR2.1zwalexp wurde in einem zur Produktion von 
Lysin geeigneten Nahrmedium kultiviert und der Lysingehalt im Kulturiiberstand bestiinmL 

Dazu wurde der Stamm zunachst auf Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum (Him-Herz-Agar nut Kanamy- 
cin (25 mg/1) fiir 24 Stunden bei 33.°C inkubiert Ausgehend von dieser Agarplattenkultur wurde erne \forkultor an- 
geimpft (10 ml Medium im 100 ml Erlemneyerkolben). Als Medium fiir die Vorkultur wurde das Vollme^ Cgm ver- 
wencfcL Diesem wurde Kanamycin (25 mg/1) zugesetzt Die Vorkultur wurde 48 Stunden bei 33 C bei^rpm auf dem 
Schiittler inkubiert. Von dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur angeimpft, so daB die Anfangs-OD (660 nm) der 
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Hauptkultur 0,1 betrug. Fur die Hauptkultur wurdc das Medium MM verwendet. 



Medium MM 




CSL (Com Steep Liquor) 


5gA 


MOPS 


20 g/1 


Glucose (getrennt autoklaviert) 


50 gA 


Salze 




(NH^SOa 


25 gA* 


KH 2 P04 


0,1 gA 


MgSC4 • 7 H 2 0 


1,0 gA 


CaCl 2 2H 2 0 


lOmgA 


FeS0 9 - 7 H 2 0 


lOmgA 


MnS0 4 • H 2 0 


5,0 mgA 


Biotin (sterilfiltriert) 


0,3 mgA 


Thiamin • HQ (sterilfiltriert) 


0,2 mgA 


Leucin (sterilfiltriert) 


0,1 gA 


CaCOj 


25 gA 



20 CSL. MOPS und die Salzldsung wurden rait Ammoniakwasser auf pH 7 eingesteilt und autoklaviert. Anschliefiend 
wurden die sterilen Substrat- und Vitaminiosungen zugesetzt sowie das trocken autoklavierte CaCO^ 

Die Kultivierung erfolgt in 10 ml Volumen in eincm 100 ml-Erlenmeycrkolben mit Schikancn. Es wurde Kanamycin 
(25 mgA) zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte bci 33°C und 80% Luftfeuchtc. 

Nach 48 Stunden wurde die OD bei einer MeBwellenlange von 660 nm mit dem Biomek 1000 (Beckmann Instruments 
25 GmbH, Miinchen) erraittelt. Die gebildete Lysinmenge wurde mit einem Aminosaureanalysator der Firma Eppendorf- 
BioTVonik (Hamburg, Deutschland) durch Ionenaustauschchromatographie und Nachsaulenderivatisierung mil Ninhy- 
drindetektion bestimmt. 

In Tabelle 1 ist das Ergebnis des Versuchs dargestellt. 



30 




Tabelle 1 






Stamm 


OD(660) 


Lysin-HCl 


35 






g/i 


DSM5715: :pCR2 . lzwalexp 


12,1 


11,93 


40 


DSM5715 


13,1 


9,54 



45 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Degussa-HQls AG 

5 <120> Neue fur das zwal-Gen kodierende 
Nucleot idsequenzen 

<130> 990172 BT 

10 <140> 
<141> 

<160> 2 

15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1260 
<212> DNA 

20 <213> Corynebacterium glutamicum 
<220> 

<221> -10 signal 
<222> (383) . . (388) 

25 

<220> 

<221> -35_signal 
<222> (360) . . (365) 

30 <220> 

<221> CDS 

<222> (413) . . (1009) 
<400> 1 

35 ccgaaatatt ccaaatatgt aacataaatc acacccgatg attcaggcgg gatgacctgc 60 
gacttcaagg tcgcaccaaa gtcagattga tatagatttc gtaaataacg tgacacaatc 120 
gtgaccttcg ggttaccgtg tatcccaggc accgcaacag ttcatctgca agtccggctc 180 

40 

atcgccaaac cctgtctggg gtcggaagtt gaacaacctc cttggtgcaa cagaacttta 240 

aaccacaaac tcccgcattc atgtgggcca tattgcagac agggacgggg aaaccaccca 300 

45 ccatcttttc acaaaagaag gcatggaggc caactccttg gggtgaagcc agacatccac 360 

tggcagagca actcctccgc tctaacccga cagctaacct cgacggcgac ^a atg aga 418 

Met Arg 
1 

50 

gga aaa ctt ttc atg gga cgt cac tec act aag act age tec gcg ttc 4 66 
Gly Lys Leu Phe Met Gly Arg His Ser Thr Lys Thr Ser Ser Ala Phe 
'5 10 15 

55 ace aag etc gca get tec acc ate get ttc ggt get get gca ace ate 514 
Thr Lys Leu Ala Ala Ser Thr lie Ala Phe Gly Ala Ala Ala Thr lie 
20 25 3C 

atg get cct tct gca tct get gca cct gat tec gac tgg gat cgc etc 562 
60 Met Ala Pro Ser Ala Ser Ala Ala Pro Asp Ser Asp Trp Asp Arg Leu 
35 40 45 50 
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* 

gca cag tgc gag tec ggt ggt aac tgg gca ate aac acc £gt aac ggc 610 
Ala Gin Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala lie Asn Thr Gly Asn Gly 
55 60 65 

5 

tac cac ggt ggt ctg cag ttc tec get age acc tgg get get tac ggc 658 
Tyr His Gly Gly Leu Gin Phe Ser Ala Ser Thr Trp Ala Ala Tyr Gly 
70 75 80 



10 ggc cag gag ttc get acc tac gca tac cag gca acc cgt gag cag cag 
Gly Gin Glu Phe Ala Thr Tyr Ala Tyr Gin Ala Thr Arg Glu Gin Gin 
85 90 95 



etc get cag tac ggc ate acc gtt cca get gag gtt gag tct tac tac 
35 Leu Ala Gin Tyr Gly lie Thr Val Pro Ala Glu Val Glu Ser Tyr Tyr 
180 185 190 



706 



•ate get gtt gca gag cgc acc ttg get ggt cag ggc tgg ggc gca tgg 7 54 
15 He Ala Val Ala Glu Arg Thr Leu Ala Gly Gin Gly Trp Gly Ala Trp 
100 105 HO 

cct get tgc tec get tec ctt gga ctg aac tec get cca acc cag cgt 802 
Pro Ala Cys Ser Ala Ser Leu Gly Leu Asn Ser Ala Pro Thr Gin Arg 
20 115 120 125 130 

gac etc tec get acc acc tec acc cca gag cca get gca get gca cca 

Asp Leu Ser Ala Thr Thr Ser Thr Pro Glu Pro Ala Ala /Ala Ala Pro 
135 140 145 

25 

get gtt get gag tac aac get cct gca gee aac ate gca gtt ggc tec 

Ala Val Ala Glu Tyr Asn Ala Pro Ala Ala Asn lie Ala ■ Val Gly Ser 
150 155 160 

30 acc gac ttg aac acc ate aag tec acc tac ggc get gtc acc ggc acc 94 6 
Thr Asp Leu Asn Thr He Lys Ser Thr Tyr Gly Ala Val Thr Gly Thr 
165 170 175 



850 



898 



994 



45 



aac get ttc gtc ggc taaatctagc tgcacttttt aaaagggagg gaaccttaaa 104 9 
Asn Ala Phe Val Gly 
40 195 

cgggttccct ccctttttgc atgecattte acgacgcgcc agtcatcctt ttgtgaattg 1109 
ggcaccaaga tttcctgatt ttggccacca ttttgccgaa accttggtgc cgaaagtacg 1169 
cccagtagaa aaaccgcatg aaaaaagagg caacaccgcc gaaacgggtt gectcttttt 1229 
taagtttctt ageggttgat ccgggtgtac g 1260 

50 

<210> 2 
<211> 199 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 

55 

<400> 2 

Met Arg Gly Lys Leu Phe Met Gly Arg His Ser Thr Lys Thr Ser Ser 
15 10 IS 

60 Ala Phe Thr Lys Leu Ala Ala Ser Thr He Ala Phe Gly Ala Ala Ala 

.20 25 30 



10 
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Thr lie Met Ala Pro Ser Ala Ser Ala Ala Pro Asp Ser Asp Trp Asp 
35 40 45 

5 Arg Leu Ala Gin Cys Glu Ser Gly Gly Asn Trp Ala He Asn Thr Gly 
50 55 60 

Asn Gly Tyr Kis Gly Gly Leu Gin Phe Ser Ala Ser Thr Trp Ala Ala 
65 70 75 80 

10 

Tyr Gly Gly Gin Glu Phe Ala Thr Tyr Ala Tyr Gin Ala Thr Arg Glu 
85 90 95 

Gin Gin He Ala Val Ala Glu Arg Thr Leu Ala Gly Gin Gly Trp Gly 
15 100 105 HO 

Ala Trp Pro Ala Cys Ser Ala Ser Leu Gly Leu Asn Ser Ala Pro Thr 
115 120 125 

20 Gin Arg Asp Leu Ser Ala Thr Thr Ser Thr Pro Glu Pro Ala Ala Ala 
130 135 140 

Ala Pro Ala Val Ala Glu Tyr Asn Ala Pro Ala Ala Asn lie Ala Val 
145 150 155 160 

25 

Gly Ser Thr Asp Leu Asn Thr He Lys Ser Thr Tyr Gly Ala Val Thr 
165 170 175 

Gly Thr Leu Ala Gin Tyr Gly He Thr Val Pro Ala Glu Val Glu Ser 
30 ' 180 185 190 

Tyr Tyr Asn Ala Phe Val Gly 
1 95 

35 

Foigcnde Abbildungen sind beigefugt: 

Abb. 1 

Karte des Plasmids pCR2. lzwalcxp 
Die Langcnangabcn sind als ca.-Wcrte zu verstehen. 

Die verwendeten Abkurzungen und Bezeichnungen haben folgende Bedeutung. 
ColEl ori: RepUkationsursprung des Plasmids ColEl 
iacZ: S'Ende des £-Gaiactosidase-Gens 
fl ori: Replikationsursprung des Phagen fl 
KmR: Kanamycin-Resistenz 
ApR: Arnpicillin-Resistenz 
EcoRI: Schnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRI 
zwal zwal-Gen 

Patentanspriiche 

1 . Isoliertes Polynukleotid enthaltcnd cine Polynukleotidscquenz, ausgewahit aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindesiens zu 70% identisch ist mit eincm Polynukleotid, das fvir ein Polypeptid codiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 2 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Poiynukleotiden von a) oder b), und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotidsequenzen von 
a),b)oderc). 

2. Polynukleotide gemaB Anspruch 1, wobei das Polynukleotid eine in coryneformen Baktenen repuzieroare, be- 
vorzugt rekombinante DNA ist. 

3. Polynukleotide gemaB Anspruch 1 , wobei das Polynukleotid eine RNA ist 

4. Polynukleotide gemaB Anspruch 2, enthaltend die Nukleinsauresequenz wie in SEQ ID NO 1 bzw. dargestellt 

5. Rcplizierbarc DNA gemaB Anspruch 2 enthaltcnd 



11 



DE 199 59 328 A 1 

(i) die Nuklcotidsequenz, gezeigt in SEQ ID NO 1 bzw., odcr 

(ii) raindestens cine Sequenz, die den Sequenzen (i) innerhalb des Bercichs der Degeneration dcs genetischen 
Codes cmspricht, odcr 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit den zu den Sequenzen (i) oder (ii) komplementaren Sequenzen hybri- 
disiert, und gegebenenfalls 

(tv) funktionsneutralc Sinnmutationen in (i). 

6. Vektor, enihaltend das Polynukleotid gemaB Anspruch 1, insbesondere pCR2.1zwalexp, gekennzeichnet durch 
die in der Abb. 1 wiedergegebene Restriktionskarte hinterlegt unter der Bezeichnung DSM 13115 in E.coli. 

7. Als Wirtszelle dienende coryneforme Bakterien, die den Vektor gemass Anspruch 6 eutbalten, oder in denen das 
zwal-Gen verstarkt wird. 

8. Verfahren zur Herslellung von L-Airiinosauren, insbesondere L-Lysin, dadurch gekennzeichnet, daB man fol- 
gende Schritte durchruhrt: 

a) Fermentation der die gewiinschte L-Aminosaure produzierenden Bakterien, in denen man zumindest das 
zwal-Gen verstarkt, 

b) Anreicherung des gewiinschten Produkts im Medium oder in den Zellcn der Bakterien und 

c) Isolieren der L- Aminosaure. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen man zusatzlich 
weitere Gene des Biosyntheseweges der gewiinschten L- Aminosaure verstarkt 

10. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen die Stoffwechsel- 
wege zumindest teilweise ausgeschaltet sind, die die Bildung des L-Lysins verringern. 

1 1 . Verfahren gemaB einera oder mehreren der Anspriiche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB man coryneforme 
Bakterien verwendet, die L-Lysin herstellen. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man fur die Herstellung von L-Lysin Bakterien fer- 
mentiert, in denen man gleichzeiu' g eines oder mehrere der Gene, ausgewahit aus der Gruppe 

12.1 das fiir die Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dapA-Gen, 

12.2 das fur eine feed back resistente Aspartatkinase kodierende iyse-Gen, 

12.3 das fiir die Tetradihydrodipicolinat-Succinylase kodierende dapD-Gen, 

12.4 das Gen fur die Succinyldiaminopimebte-Desuccinylase kodierende dapE-Gen, 

12.5 das fur die Giyccraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenasc kodierende gap-Gen, 

12.6 das fiir die Pyruvat-Carboxylase kodierende pyc-Gen, 

12.7 das fur die MalatrChinon-Oxidoreduktase kodierende mqo-Gen, 

12.8 das fiir den Lysin-Export kodierende lysE-Gen, 
verstarkt insbesondere Qberexprimiert oder amplifiziert. . 

13. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man fur die Herstellung von L-Lysin Baktenen fer- 
mentiert, in denen man gleichzeitig eines oder mehrere der Gene, ausgewahit aus der Gruppe 

13.1 das fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase codierende pck-Gen 

13.2 das fiir die Glucose-6-Phosphat-lsomerase kodierende pgi-Gen 
abschwacht 

14. Verfahren gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtche, dadurch gekennzeichnet, daB man Mi- 
kroorganismen der Gattung Corynebacterium glutamicum einsetzt 

15. Verwcndung von Polynukleoudsequenzen gemaB Anspruch 1 oder Tcile davon als Hybridisierungssonden zur 
Isolierung von cDNA, die fur das zwal-Genprodukt codiert. 

16. Verwcndung von Polynukleoudscquenzen gemaB Anspruch 1 oder Teile davon als Hybridisierungssonden zur 
Isolierung von cDNA oder Genen, die eine hohe Ahnlichkeit mit der Sequenz des zwal-Gens aufweisen. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



12 



- Leerseite - 



! 
! 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DC 19959328 A1 

IntCI. 7 : C 12 N 1*77 

Offenlegungstag: 13. Juni 2001 



Abbildung 1: Plasmidkarte von pCR2 . lzwalexp 



ficoRi. 




102 024/758 



